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(57) Abstract 

Phosphotriester compound of general formula (I); wherein R is a radical - (CH^n - S - X in which X is a radical (a) or 
-S-U, Z being O or S, and Y and U denote an alkyl, aryl or osidic radical, optionally substituted in particular by an OH, SH 
or NH 2 group, and n is from 1 to 4, preferably 1 or 2, and Nu is a radical consisting of a biologically active compound resi- 
due or the dephosphorylated residue of a compound that is biologically active when it carries a phosphate or phosphonate 
group. 

(57)Abregt 



La presente invention a pour objet un compose phosphotriester repondaht a la formule generate (I) dans laquelle: R est un 
radical - (CH?),, - S - X ou X represente un radical (a) ou -S-U, Z fctant O ou S et, Y et U representant un radical alkyle, aryle 
ou osidique, 6ventuellenient substitue notamment par un groupe OH, SH ou NH 2 et, n est 6gal a 1 a 4 de preference 1 ou 2 
et, Nu est un radical consistant en un reste d'un compost biologiquement actif ou le reste dephosphoryle d'un compose qui 
est biologiquement actif lorsqu'il porte un groupe phosphate ou phosphonate. 
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COMPOSES B I 0L0G I QUEMENf ACTIFS DE TYPE PHOSPHOTRIESTERS 

La prtsente invention concerne la fonctionnalisation bior6versible 
de groupes phosphates ou phosphonates de composes biologiquement 
actifs. 

Plus particuli^reinent la prtsente invention conceme des composes 
5 biologiquement actifs du type phosphotriesters portant des groupes. 
phosphates ou phosphonates proteges par des groupes protecteurs 
bioreversibles en milieu intrajrellulaire. 

Les composes portant un groupe phosphate ou phosphonate ont une 
nature ionique charg6e negativement et un pH physiologique. L'activite 
10 therapeutique de tels composes est limitee de ce fait par la faible diffusion 
k travers les membranes biologiques lipidiques de composes negativement 
charges. D'autre part, les composes portant des groupes phosphates sont 
sujets k une dgphosphorylation aisle par Taction des enzymes 
phosphatases dans le sang ou sur les membranes cellulaires qui 
15 dgphosphorylent les composes substrats. En general, les composes 
phosphates ou phosphonates charges sont mal absorb6s par 
administration orale et ne diffusent pas efficacement k travers les 
membranes cellulaires ou infeme la t>arri£re c6r6brale de nature lipidique. 

Certains composes tels que les derives ou analogues de nucleosides 
20 sont actifs administr£s sous forme non phosphoryl6e, mais sont 
phosphorytes in vivo sous forme de metabolique monophosphate ou 
triphosphate pour fitre actifs. 

Ainsi les derives de nucleosides k activity antitumorale, tels que la 5- 
fluoro-uridihe, la 5-fluoro-i'-d6soxyuridine ou la 1-p-D- 
25 arabinofuranosylcytosine exercent leur activity sous forme phosphoryiee. 

De mfime, pour exercer leur activite antiproliferative, certains 
analogues de nucleosides ou de phosphononucl6osides se doivent d'etre 
phosphoryies par des enzymes cellulaires -du virales- en leur 
triphosphate correspondant ; celui-ci etant ensuite susceptible d'inhiber 
30 les polymerases virales et/ou cellulaires. 

Parmi les cjifferentes classes structural^ d'agents antiviraux, les 
2\3' -didesoxynucieosides sont des composes qui presentent une des 
meilleure efficacite lors du traitement du SIIDA. Mais ces analogues de 
nucleoside doivent subir une biotransformation par des kinases cellulaires 
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' pour exercer leur activity sur la replication du VIH, 1'agent etiologique du 
SI DA, Cette metabolisation se fait par passage par le did£oxynucieoside 5 - 
monophosphate puis le 5'*diphosphate pour conduire au 5 '-triphosphate 
qui est un inhibiteur de la transcriptase inverse du VIH et qui interfere 
5 ainsi avec la biosynth&se de PADN viral. 

Malgrg leur grande potentiality therapeutique, les 2\3'- 
didesoxynucltosides souffrent de limitations notamment la faible capacity 
de certains d'entre eux k fitre metabolises par les kinases en triphosphate. 
La 2\3-didesoxyuridine 5 '-triphosphate par exemple, est un excellent 

10 inhibiteur de la transcriptase inverse (Z. Hao et coll., Proc. Am., Assoc. 
Cancer Res. t 1988, 2fi* 348, EMatthes et coll. , Biochem. Biophys. Res. 
Common., 1987, 148. 78-85). Par contre son nucleoside est inapte k inhiber 
la replication du VIH in vitro. Des etudes ont montre que ce rtsultat est lie 
k la faible capacite du nucleoside k etre metabolise en son monophosphate 

15 par les kinases cellulaires (Z. Hao et coll. Mol Pharmacol. 1990, 3L 157- 
153). 

Ainsi, TAZT est successivement metabolisee en son triphosphate 
(AZTP) qui est un puissant inhibiteur de la reverse transcriptase du VIH. 
De m<*me, r Acyclovir (ACV) est transforme en son triphosphate (ACVTP) 

20 qui inhibe seiectivement la DNA polymerase du virus de l'herp&s. La 
premiere etape de l'activation des nucleosides (Nu) consiste en une 
monophosphorylation conduisant au monophosphate correspondant 
(NuMP). C'est cette premiere etape qui est la plus selective. 

Dans le but de passer outre cette etape cie de monophosphorylation 

25 enzymatique, on a d€jk propose d'administrer directement des NuMP, mais 
leur utilisation k des fins therapeutiques s'est heurt6e aux limitations et 
inconvenients mentionnes ci-aprts. 

Les composes portant un groupe phosphate ou phosphonate ont une 
nature ionique chargee negativement k un pH physiologique. L'activite 

30 therapeutique de tels composes est de ce fait limitee compte-tenu de la 
faible diffusion k travers les membranes biologiques lipidiques de 
composes negativement charges. En particulier les composes charges ne 
diffusent pas efficacement k travers les membranes cellulaires ni meme k 
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travers la barrifre cer£brale de nature lipidique. D'autre pan de tels 
composes sont sujets k une dephosphorylation ais6e par Taction des 
enzymes phosphatases dans le sang ou sur les membranes cellulaires qui 
dgphosphorylent les composes substrats de ces enzymes. En general les 

5 composes phosphates ou phosphonates charges sont mal absorbs par 
administration orale. 

On a cherche k transformer des mononucleotides en des 
phosphotriesters neutres susceptibles de traverser la membrane cellulaire 
et de deiivrer intracellulairement le phosphotriester mononucieotidique 

10 (NuMP) correspondant Un tel concept a ete aborde par divers auteurs 
depuis de nombreuses ann£es, mais s'est avert decevant. Les derives 
obtenus pr6sentaient en general soit une toxicity trop importante soit une 
stability extracellulaire insuffisante et n'apportaient finalement aucune 
amelioration au plan de Tactivite biologique. 

15 Ainsi l'utilisation de structures nucl6osidiques phosphoryiees 

comprenant des groupements protecteurs bior6versibles de type 
acyloxym&hyle ou acyloxybenzyle a ete proposee pour des derives 
nucleosides anti-tumoraux tels ceux de la 5-fluorouracile dans les brevets 
WO n # 9008155 et WO 9119721. Toutefois ces composes ont une stability 

20 chimique limit6e, et p6n&rerit in vivo des metabolites formaldehydes 
toxiques. lis sont en outre peu solubles et leur rendement de preparation 
chimique est faible. 

Le but de la pr6sente invention est done de fournir d'autres types de 
groupements bioreversibles pouvant etre associes notamment k des 

25 structures mononucieotidiques ou autres de sone que leur activity 
biologique s'en trouve augmentee, en particulier en ce qui concerne les 
composes derives ou analogues de nucleosides k activite anti-virale, et ne 
presentant pas les inconvenients pr6cites. 

La presente invention propose d'utiliser de nouveaux groupements 

30 caracterises par la presence de liaisons enzymo-labiles -S/S- et/ou -SfC-Z 
qui conduisent aprfes activation enzymatique k la formation 
d'intermediaires instables liberant seiectivement le monophosphate ou 
monophosphonate correspondant. 
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La pr6sente invention a plus precisement pour objet le compost 
repondant k la formule generate I : 
O 

• RO — P — Nu (I) 
5 OR 

dans laquelle : 

- R est un radical -(CH 2 )„-S-X 

ofii : - X represente un radical -C-Y ou -S-U, 

il 
Z 

10 - Z6tantOouS, 

- Y et U reprlsentant un radical alkyle, aryle ou osidique, 
eventuellement substime notamment par un groupe OH, SH ou NH et, 

• n est egaiaii4de preference lou 2 et, 

- Nu est un radical consistant en un reste de compost biologiquement 
15 actif ou le reste dephosphoryie d'un compost qui est biologiquement 

actif lorsq'il porte un groupe phosphate ou phosphonate. 

Lorsque dans la formule (I) Nu est lie au phosphore par une liaison 
P-O, le compost de formule (I) selon l'invention porte un groupe 
phosphate et constitue done un compost phosphotriester. 
20 Lorsque Nu est lie au phosphore par une liaison P-C, le compose de 

formule (I) selon l'invention porte un groupe phosphonate. 

Les mgcanismes de bioreversibilite des radicaux R se font par une 
coupure enzymatique des liaisons S-X et une liberation des restes (CH 2 ) n -S 
selon un mecanisme illustre par les exemples represents figure L 
25 On cite en particulier pour Y et U comme groupement alkyle, un 

alkyle en Ci iC 7 ; comme groupement aryle, les radicaux phenyle et 

benzyle et, comme radicaux osidiques, le glucose, le mannose ou le 
rhamnose, 

Dans un mode de realisation, lorsque X represente SU de preference 
30 U represente le radical -(CH 2 ) n I - Xi oix Xi repr6sente H, OH, SH, ou NH 2 et n 1 
est egal 4 1 4 4, de preference 1 ou 2. 

On cite en particulier les composes (I) dans lesquels R represente 
-(CH 2 ) 2 -S-S-(CH 2 ) 2 -OH. 
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Dans un autre mode de realisation lorsque X represente -C-Y, de 
fagon appropriee Y represente CH3 ou tBu. !! 

On cite en particulier les composes (I) pour lesquels R represente 
-(CH2) n -S-C-CH3 ou (CH2) n -S-C- tBu avec n - 1 ou 2. 

5 O O 

Dans un mode de realisation avantageux de la presente invention 
des composes (I), on cite en particulier les composes pour lesquels Nu 
represente un reste en 5* de nucleoside naturel ou de derive de nucleoside 
naturel therapeutiquement gictif ou dont le derive 5'-(0)-monophosphate 
10 ou S'-(C)-monophosphonate est therapeutiquement actif. 

Ces composes de fonnule (I) ont en general une activite anti-virale 
ou anti-tumorale. 

On cite plus particuli&rement les composes de fonnule (I) pour 
lesquels Nu represente un reste en 5' de 2 f ,3 - dideoxynucieoside ou 2\3 - 
15 didehydronucieoside. 

Parmi les composes (I) derives de dideoxynucieosides k activite 
antivirale on cite plus particulierement les composes (I) pour lesquels Nu 
est un reste en 5* de la ddU (dideoxyuridine), la ddT (dideoxythymidine), la 
ddC (dideoxycytidine), l'AZT (3'-azido, Z'^^dideoxythymidine) ainsi que 
20 leurs derives substitues notamment sur la base pyrimidique ou en 2' et 3' 
du cycle osidique. 

La ddT, la ddC ou TAZT illustrent les radicaux Nu qui representent un 
reste en 5' de derive de nucleoside naturel therapeutiquement actif. 

La ddU illustre les radicaux Nu qui representent un reste en 5' d'un 
25 derive de nucleoside qui n'est gctif que sous forme phosphoryiee. La ddU 
(dideoxyuridine) n'est pas monophosphoryiee enzymatiquement in vivo. 
Seul son triphosphate est un inhibiteur de polymerase et lui confere une 
activite anti-virale. 

Parmi les composes (1) k activite anti-tumorale on cite en 
30 particulier les composes pour lesquels Nu represente un reste en 5' des 
derives 5-fluoro-uridine ou 5-fluoro-2 , -desoxyuridine ou 1-p-D- 
arabinofuranosylcytosine. Ces composes illustrent l'interet de la 
fonctionnalisation selon ^invention pour contourner la resistance 
acquise k certaines drogues hucieosidiques lorsque cette resistance est due 
35 k une perte de leur aptitude k etre monophosphoryie comme c'est souvent 
le cas en chimiotherapie anti-tumorale. 
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Selon une autre variante de realisation de l'invention dans les 
composes (I) le radical Nu represente un reste d'analogue de nucleoside tel 
qu'un carbonucieoside (nucleoside dont l'oxygfcne du cycle osidique est 
remplacl par un carbone), un phosphononucieoside (nucleoside dont 
5 Poxygfcne en 5 f est remplace par un carbone) ou un derive de base purine . 
ou pyrimidine du type acyclonucieoside c'est & dire ne comportant pas de 
cycle osidique tel que PACV (aciclovir) ou un radical m6thoxyalkyl- 
purine ou- pyrimidine de formule CHrO-alkyl -purine ou- pyrimidine. 

Les composes (I) pour lesquels Nu represent e un radical 
10 methoxyalkyl -purine ou- pyrimidine illustrent les composes 
phosphonates. II s'agit en Fespfcce de composes anti-viraux phosphonyl- 
methoxyalkyl-purine ou- pyrimidine parmi lesquels on cite en particulier 
le PMEA, THPMPA ou 1'HPMPC dont les formules sont donnees dans les 
figures 3 et 4. 

15 La presente invention a done en particulier pour objet des composes 

dans lesquels Nu est un radical 3-hydroxy-2-methoxypropyl-purine ou- 
pyrimidine de formule : -CH2-OCH(CH20H)-CHr purine ou- pyrimidine ou 
un radical 2-methoxyethyl-purine ou- pyrimidine de formule -CH2-O-C2H4 
-purine ou- pyrimidine et par exemple les composes (I) pour lesquels Nu 

20 est un radical methoxy-ethyl adenine ou 3-hydroxy -2-m6thoxypropyl 
cytosine. 

Lorsque Nu represente un reste dephosphoryie (dephosphate ou 
dephosphonate) d'une molecule qui est biologiquement active lorsqu'elle 
est sous forme- phosphate ou phosphonate, la fonctionnalisation selon 
25 ^invention peut permettre d'une facon gen6rale de moduler les 
parametres physico-chimiques et biophysiques de ladite molecule 
comprenant un groupe phosphate ou phosphonate. Le compose (I) peut 
alors par exemple consister en un compose phosphopeptide ou 
phospholipids 

30 
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~sque Nu represente un reste de nucleoside, de d6riv6 ou 
d'analogue de nucleoside cetix d peuvent etre des enantiom&res D ou L 

Les composes selon {'invention peuvent etre prepares par des 
precedes connus de 1'homme de Tart. 
5 En particulier la presents invention a pour objet un procede de 

preparation des composes selon 1'ihvention caracterise en ce que Ton 
prepare un compose de formule (I) dans lequel les groupes fonctionnels de 
R, et eventuellement de Nu, sont proteges par des groupes protecteurs 
appropries puis Ton deprot&ge lesdits groupes fonctionnels de R, et 
10 eventuellement de Nu, pour pbtenir les composes de formule (I). 

En particulier de fagon ^ppropriee on fait rtagir un compose de 
formule (II) : 

O 

OT-lUju 

is ir 

oil Nu est eventuellement protege, avec le compose de formule (III) X-S- 

(CH2) n -OH oii X est protege poyr obtenir ledit compose de formule (I) 

protege que Ton d6protege ensuite. 

pans un mode de realisation particulier, la reaction entre les 
20 composes de formule (II) ctt (III) se fait en presence d'un agent de 

condensation tel que le MSNT c^ns de la pyridine. 

D'autres procedes de preparation sont illustres dans les exemples 

qui suivent dans lesquels apparaitront egalement d'autres caracteristiques 

et avantages de la prtsente inve ntion. 
25 La description fait reference aux figures 1 k 6, dans lesquelles : 

- La figure 1 represehte des mecanismes de decomposition des 
groupements bior6versibles sous activation enzymatique. Le meme 
mecanisme se produit pour les deux groupes & 

- La figure 2 represente le mecanisme de decomposition du groupe 
5 bioreversible du compose de l'exemple 2. 

- La figure 3 represehte la formule de certains composes selon 
^invention. 
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- La figure 4 represente un schema de preparation de composes 
prepares a l'exemple 1 et la formule des composes HPMPA et HPMPC. 

- La figure 5 represente les schemas de preparation de composes 
prepares aux exemples 2 et 3. 

5 - La figure 6 represente le schema de preparation de composes 
prepares a l'exemple 4. 

L'int^ret de cette invention residant dans la difference de stability 
des phosphotriesters mononucleotidiques entre les milieux extra- et intra- 
cellulaires, il est tout d'abord montre que la decomposition de Tun des 
composes decrits dans l'invention (exemple 2) r£pond bien aux criteres 

5 precedemment 6nnonces et s'effectue selon le mecanisme presente 
figure 2. 

La technique HPLC "1SRP on line" ('On-line Internal Surface 
Reversed-Phase Cleaning : The Direct HPLC Analysis of Crude Biological 
Samples', A. POMPON, I. LEFEBVRE et J.L IMBACH, Biochemical 
10 Pharmacology, 4i 1769-1775 (1992) ) a ete utilise pour cette etude, le 
compost etudie etant respectivement incube dans le milieu de culture 
(RPMI / 10% s^rum inactive) et dans un extrait cellulaire total (CEM). 

Le compose de l'exemple 2 presente un temps de demi-vie de 9 
heures en milieu de culture et de moins de 5 minute en extrait cellulaire. 
15 La liberation intracellulaire de NuMP correspondant est corrobor6e par la 
mise en evidence d'une activite biologique, alors que le nucleoside 
constitutif est inactif. 

De plus, dans la mesure ou l*6tape determinant la Vitesse 
d'activation du phosphotriester en mononucleotide est hautement 
20 dependante de la cinetique d'hydrolyse enzymatique initiate, une 
variation de la nature des groupements enzymo-labiles conduit a une 
modulation des parametres pharmacocinetiques de la drogue et aboutit a 
des effets retard. 

Ces donnees valident clairement 1'interet de l'invention. 
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Les chromatographies sur couche mince ont ete realisees sur 
plaques de silice Merck 60F254 (art.5554). Les chromatographies sur 
colonne de gel de silice ont ete effectuees avec de la silice Merck 60 H (art. 
7736) ou avec de la silice sllai.isee RP2 Merck (art. 7719). 

5 Avant analyse ou lyophilisation. les solutions ont ete filtrees sur filtre 
Millex HV-4 (Mlllipore). 

Les spectres UV Ont ete enregistres sur un spectrophotometre 
UVIKON 810. . 

Les spectres de masse ont ete pris sur un appareil JEOL JMS DX 
10 300 par la methode d'ionisation FAB en mode positif ou negatif dans une 
matrice de glycerol (G). glycerol/thiogrycerol (GT) ou d'alcool 3- 
nitrobenzylique (NBA). 

Les spectres RMN du proton ont ete enregistres sur un appareil 
Varian EM 360 ou sur appareil Broker AC 250. 
is Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au signal 
du tetramethylsilane (TM$). 

La multiplicity et l'allure des slgnaux observes par RMN sont indiqu6es par 
une (ou plusieurs) lettre(s) : s (singulet). d (doublet), t (triplet), m 
(multiplet). 1 (large). 

20 Les spectres RMN du phosphore ont et6 enregistres sur un appareil Broker 
WP 200 SY avec decouptage du proton. 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au signal 
de H3PO4 pris comme reierence exteme. 

25 

Exemple 1: 

0-(2\3 , ^eaoxyuridin-5 , -yl) O.O'-biaO-acetyl 2-thio6thyl)phosphate (1) 
(Schema en figure 4) 

30 

2-Hydroxyethyi acetyl sulfide (5J 

Une solution de 1,0 ml (14 mmol.) d'acide thioacetique dans 5 ml de 
35 toluene est traitee avec 0.90 ml (12 mmol.) d'iodoethanol en presence de 
1.7 ml (12 mmol.) de 1.8<dla2abicyclo-(5.4.0) undec-7-ene (DBU) pendant 2 
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heures. Le milieu rfactionnel est dilue avec du dichloromethane et lave 
avec de l'eau. La phase organique est sechee sur sulfate de sodium et 
evaporee. Le brut obtenu est purine sur colonne de gel de silice (eluant : 
methanol (0-4%) dans le dichloromethane) pour conduire a 1.2 g (85%) de 
s § sous forme d'huile. 

S : PMNiH (DMSO-d6J : d * 2.32 (s. 3H. CH3); 2.91 (t. 2H. CH 2 S. J = 6.6 
. Hz): 3.45 ( pseudo q. 2H. CH2OH. J s 6 Hz): 4.97 (t. 1H. OH) ppm. 

10 0-(2^3'-dide803Cjniridm-5'-yl)-hYdrogenopho8phonate (g) 

Une solution 1.5 M d'acide phosphoreux (165 ml. 247 mmol.) dans 
la pyridine anhydre est ajoutee a 5.25 g de 2',3 , -didesoxyuridine (24.7 
mmol.) et est traitee avec 16.8 ml de chlorure de pivaloyle (136 mmol.). 

is Apres 3 heures de reaction, une solution aqueuse 1 M de bicarbonate de 
triethylammonium est ajoutee jusqu'a neutralisation et le solvant est 
evapore sous pression reduite. L'huile obtenue est chromatographiee sur 
colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-35%) dans le 
dichloromethane) pour conduire a fi. Le produit est repris dans du 

20 methanol et est filtre sur filtre Millipore. L'evaporation du solvant donne 
7.10 g (76%) de g (forme triethylammonium) sufflsamment pur pour la 
suite de la synthese. Un echantillon de plus grande purete est obtenu 
apres une purification supplemental^ par chromatographic sur couche 
mince de gel de silice utilisant un melange d'isopropanol. ammoniaque. 

25 eau (8: 1:1:) comme eluant. Le produit sous forme ammonium est extrait de 
la silice avec du methanol, le solvant est chasse par evaporation et le 
residu est repris a l'eau. filtre sur filtre Millipore et lyophilise. 

fi: UV (H 2 0) : lmax = 262 run (e 9940): lmin * 230 nm (e 2080) 
30 SM (FAB negatif. GT) : 275 (M)' 

RMNlH (DMSO-d^ : d « 1.78-2.05 (m. 3H. H-2'.3'.3"): 2.18-2.45 (m. 1H. 

H-2"): 3.65-3.95 (m. 2H. H-S-.S"): 4.11 (m. 1H. H-41: 5.55 (d. 1H. H-5. J = 

8.1 Hz): 5.95 (dd. 1H. H-l". J = 6.8 et 3.8 Hz): 6.63 (d. 1H. HP. J = 592 Hz): 

7.87 (d. 1H. H-6. J « 8. 1 Hz) ppm 
35 RMN3 lp (DMSO-dtf : d « 1 .60 ppm. 
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0-(2 , .3 , -dld6aoxyurldln-5 , -yl) 0.0'-bis(S-acetyl 2-thioethyl) phosphate 
U) 

Une solution de 200 mg (0,530 mmol.) de i'hydrogenophosphonate § 
5 de la 2'.3'-dldeso7Qruridthe dans 5 ml de pyridine est traitee avec 196 pi de 
chlorare de ptvaloyle pendant 30 minutes. 159 mg (1.33 mmol.) de 2- 
hydrojyethyl acetyl sulfide (§) sont ajoutes et la reaction est laissee 2 
heures sous agitation. Le phosphite forme est oxydd a 1'aide d'une solution 
d'iode a 2% dans un melange pyridine-eau (98:2) jusqu'a coloration 
io persistante (7-8 ml). Le solvant est evaport sous pression reduite. Le brut 
obtenu est coevaport avec du toluene et chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : methanol (0-6%) dans le dichloromethane) pour 
conduire a 65 mg (25%) du compose JL sous forme dliuile. 

15 1: UV (EtOH) : lmax « 262 nm (e 9400): Imin ■ 230 run (e 2500) 
SM (FAB positif) : 497 (M+H) + 

RMN*H (DMSO-d6) : d * 1.73-2.13 (m. 3H. H-2\3\3l: 2.20-2,4 (m. 1H. H- 
2"): 2.356 et 2.360 (s et s. 3^ et 3H. 2 CH3): 3.13 (t. 4H, 2 CH 2 S. J = 6,4 
Hz): 4.00-4.26 (m. 7H. H-4\ 5\5" et 2 CH2CH2OP): 5.60 (d. 1H. H-5. J = 
20 8. 1 Hz): 6.01 (dd. 1H. H-l\ J * 4.2 et 7.0 Hz); 7.64 (d. 1H. H-6. J ■ 8,1 Hz): 
11.3 (si. 1H. NHCOJppm. 
RMN31p (DMSO-d^ : d * -1.21 ppm. 



23 Exemple 2: 

O.O-fiis (S-(2-hydroxyethylflufldyl) 2-thioethyl) CM2\3'-didesoxyuridin- 
5*-yD phosphate (2). 
(Schema en figure 5) 



0.0 , -Bis1S-(0-(4-methoxytrityl) 2-ozetbylsufidyl) 2-thioethyl) phosphate 
(gj. 

35 A une solution de 0.910 g (13.4 mmoles) d'lmidazole dans 18 ml de 

pyridine a O'C sont ajoutes 0.406 ml (4.45 mmoles) d'oxychlorure de 
phosphore. Le melange est agite 30 minutes a temperature ambiame puis 
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ajoute a 3.80 g (8,91 mmoles) de mono-0 (4-methoxytrityl) dithiodiethanol 
(Z). Apr6s 18 heures. le melange reactlonnel est traits avec une solution 1 
M d'acdtate de wethylammonium. Les prodults de la reaction sont extrait 
avec du dichloromethane et la phase organique est lavee avec de l'eau. 
5 sechee sur sulfate de sodium, concentree sous pression reduite et 
coevaporee avec du toluene. Une purification sur colonne de gel de silice 
(eluant : methanol (0-10%) dans le dichloromethane) conduit a 2.2 g (48%) 
de fi sous forme de sel de triethylammonium. 

10 g : SM (FAB negatif. NBA) : 913 (M~). 

RMNlH (DMSO-dfl : 1.14 (t. 9H. (CH3CH2)3NH+. J - 7.3 Hz): 2.78 (t. 4H. 
2 SCH2CH2OP, J « 6.4 Hz). 2.86 (t. 4H. 2 SCH^C^OMTr. J a 6 Hz); 2,99 
(q. 6H. (CH3CH2)3NH+. J ■ 7.3 Hz): 3.21 (t. 4H. 2 CH^OMTV. J s 5.9 Hz): 
3.71 (s. 6H. 2 CH3O): 3.87 (m. 4H. 2 CtfcOP): 6.82-7.45 (m. 28H. 2 Tr) 

is ppm. 

RMN3 lp (DMSO-d6) : - 2.70 ppm 



O.O'-Bis (S-(2-hydroxy6thylsufldyl) 2-thioethyl) 0-(2 , ,3 , -dldesoxyurldln- 
20 5'-yl) phosphate ©. 

Un melange de 666 mg (0.655 mmoles) de fi et de 139 mg (0.656 
mmoles) de 2'.3'-didesoxyuridine dans 5 ml de pyridine est traite avec 486 
mg ( 1.64 mmoles) de l-(2-m6sitylenesulfonyl) 3-nltro 1.2.4-triazole. Apres 

25 30 heures. le melange reactlonnel est dllue avec du dichloromethane. lave 
avec une solution aqueuse 1M d'acetate de triethylammonium. puis avec 
de l'eau. La phase organique est sechee sur sulfate de sodium concentree 
sous pression rtduite. t»evaporee avec du toluene et chromatographiee 
sur colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-4%) dans le 

30 dichloromethane). Le phosphotriester protege partlellement purine est 
traite avec 5 ml du melange acide acetique/eau/m6thanol (8:1:1) pendant 
24 heures. Les soivants sont chasses par evaporation sous pression 
reduite et l'huile obtenue est coevaporee avec du toluene. Une purification 
sur colonne de gel de silice (Eluant : methanol (0-6%) dans le 

33 dichloromethane) suivle d'une purification sur colonne de silice silanisee 
(eluant : ethanol (0-40%) dans l'eau) conduit a 52 mg (14%) du compose % 
apres lyophilisation dans le dioxanne. 
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2 : UV (EtOH) : X max 261 nm (e 9900) 
X min 231 nm (e 3100). 
SM (FAB positif. CD : $6$ (M+H)+: 489 (M-SCH2CH 2 OH+2H)+: 429 (M- 
5 HOCH 2 CH2SSCH2CH2+2H)+. 

RMN*H (DMSO-dfi) : 1.63^1,9 (m. 1H. H-3'): 1.9-2.10 (m. 2H. H-2 .3"): 
2.33-2.40 (m. 1H. H-2"): 2.80 (t. 2H. HOCH2CH2S. J « 6.4 Hz): 2.81 (t. 2H. 
HOCH2CH2S. J = 6.4 Hz): 3.00 (t 4H. 2 SCH2CH2OP. J « 6.3 Hz): 3.61 
(pseudo q. 4H. 2 HOCH2. .J B 6 Hz). 4.07-4.32 (m, 7H. H-4 .5 .5" et 2 
10 CH2CH2OP): 4.89 (t. 2H, 2 HO. J a 4.9 Hz): 5.598 (d. 1H. H-5. J = 8.1 Hz): 
5.604 (d. 1H. H-5. J « 8.1 Hz): 6.00 (dd. 2H. 2 H-l', J a 4.1 et 7.9 Hz): 7.65 
(d. 2H. 2 H-6. J - 8.0 Hz): 11.31 (si. 1 H. NHCO) ppm. 
RMN31P (DMSO-d6) : - 0.880 ppm. 

15 

Exemple 3: 

O.O'-Blr (S-(2-h ydr axy eth ylsuadyl) 2-thiotthyl) 0-(3'-azldo 3'-desoxy- 
thymldln-5'-yl) phosphate {3J. 
20 (Schema en figure 5) 

Un melange de 666 mg (0.655 mmples) de fi et de 193 mg (0.722 
mmoles) de 3'-azido 3'-desoxythymldine dans 5 ml de pyridine est traite 

25 avec 486 mg (' 1.64 mmoles) de l-(2-mesitylenesulfonyl) 3-nitro 1.2.4- 
triazole. Apres 24 hetires. 194 mg (0.656 mmoles) de l-(2- 
mesltylenesulfonyl) 3-nitro 1.2.4 triazole sont rajoutes et la reaction est 
laissee 24 heures supplementaires. Le melange reactionnel est alors dilue 
avec du dichloromethane. lave avec une solution aqueuse 1M d'acetate de 

30 trlethylammonlum. puis avec de l'eau. La phase organique est sechee sur 
sulfate de sodium, concentree sous pression reduite. coevaporee avec du 
toluene et chromatographic sur colonne de gel de silice (eluaht : methanol 
(0-2%) dans le dichloromethane). Le phosphotriester protege partieUement 
purifle est traite avec 5 ml du melange adde acetique/eau/ methanol 

35 (8:1:1) pendant 24 heures. Les solvants sont chasses par evaporation sous 
pression reduite et l'hulle obtenue est coevaporee avec du toluene. Une 
purification sur colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-6%) dans le 
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dichloromethane) conduit a 130 mg (29%) du compost 3 apres 
lyophilisatJon dans le dioxanne. 

3 : UV (EtOH) : X max 264 run (e 9600) 
5 X min 234 run (e 2100). 

SM (FAB posiuf. GT) : 620 (M+H)+; 544 (M-SCH2CH20H+2HJ+. 
RMN*H (DMSO-d6) : 1.80 (s. 3H. CH3): 2.26-2.5 (m, 2H.H-2.2"): 2.796 (t. 
2H. HOCH2CH2S. J o 6.4 Hz): 2.802 (t. 2H. HOCH2CH2S. J « 6.4 Hz); 
2.99 (t. 4H. 2 SCH2CH2OP, J * 6.3 Hz): 3.61 (pseudo q. 4H. 2 HOCH2. J ■ 
10 6 Hz): 4.02 (m. 1H. H-4'): 4.09-4.44 (m. 6H. H-5 .5" et 2 CH2CH2OP): 4.48 
(m. 1H. H-31: 4.90 (t. 2H, 2 HO. J = 5.3 Hz): 6.14 (t 1H. H-l\ J = 6.6 Hz): 
7.49 (s. 1H. H-6): 11.37 (si. 1H. NHCO) ppm. 
RMN31p (DMSO-dfi) : - 0.954 ppm. 

15 

Exemple 4: 

9-(2-(0.0'-Bla(S-(2-hydroxycthylsufi^lJ-2-thlo«thyl)phosp^ 
metnoa^-ethyi)adenine (4). 
20 (Schema en figure 5) 



N6-(4-Methaxytttyl)9-(2-diethoxy^^ Q0). 

25 Une solution de 3.93 g (11.9 mmoles) de 9- 

(diethcuyphosphonylmethoxyethyl) adenine (§) (A. Holy et coll.. Collection 
Czechoslovak Chem. Commun. £2. 2792. 1987) et de 146 mg (1.19 
mmoles) de 4-dtaethylaminopyridine dans 50 ml de dichloromethane est 
traltee avec 3.31 ml (23.8 mmoles) de Wethyiamine et 7.35 g (23.8 

30 mmoles) de chlorure de 4-methoxytrityle pendant 4 heures. Le melange 
reactionnel est ensulte dilue avec du dichloromethane et lave avec une 
solution aqueuse dhydrogenocarbonate de sodium puis avec de l'eau. La 
phase organique est sechee sur sulfate de sodium et concentree sous 
pression reduite. Une chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant 

35 : methanol (0-3%) dans dichloromethane) permet d isoier 5.43 g (84%l du 
compose Ifl. 
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lfl:UV(EtOH):Xmax275nm(e 27200) 
X min 246 nm (e 11200). 
SM (FAB negatif. GT) : 601 (M-H)'; 406 lA^Tr)-. 328 (M-MTr)' 
RMNlH (DMSO-dQ : 1.16 (t. 6H. 2 CH3CH2, J * 7.0 Hz): 3.71 (s. 3H. 
5 CH3O). 3.80-3.98 (m. 4H. PClfc et CH2CH2): 3.88 (q. 4H, 2 CH3CJH2. J * 
8 Hz): 4.33 (t CH 2 CH2* J ■ 4.8 Hz): 6.80-7.37 (m. 14H. Tx); 7.91 (s. 1H. H- 
8): 8.18 (s. H-2)ppm. 
RMN31p (DMSO-d6) : 21.35 ppm. 

10 

^-(4-M6thoxvtrityl) 9-(2-phospbonylmethoxy*thyl) adenine (11) . 

Une solution de 5.0p g ($.31 miholes) de lfl dans 29 ml d'acetonitrile 
est traitee avec 3.29 nil (24.9 mmoles) de bromure de trimethylsilyle 

15 pendant 14 heures. L'exces de reactif et le solvant sont chasses par 
evaporation sous pression reduite. L'huile obtenue est reprise avec du 
bicarbonate de triethylammonium et concentre sous pression rtduite. La 
purification est realisee par chromatographic sur colonne de gel de silice 
(eluant : methanol (0-50%) dans le dichloromethane). Apres filtration en 

20 solution dans du dichloromethane. 3.4 g (63%) de H sont isoles sous 
forme de sel mixte d acide et de triithylammonium (1:1). 

U : SM (FAB negatif. GT) : 544 (M-H)": 272 (M-MTr)". 
RMN*H (DMSO-d6) : Ul (t. 9H. (CH3CH 2 )NH+. J « 7.3 Hz): 2.96 (q. 6H. 
25 (CH3CH2)NH+ J a 7.3 Hz): 3.34 (d. 2H, PCH 2 . J « 8.4 Hz): 3.68 (s. 3H. 
CH36): 3.8 (m, 2H, QI2CH2): 4.27 (t. CH2CH2. J « 4.5 Hz): 6.65-7.35 (m, 
14H.Tr): 7.83 (S. 1H. H-8): 8.31 (s. 1H. H-2) ppm. 
KMNSlp (DMSO-d© : 1 1.40 ppm 

30 

N6.(4-M6tbxn7Mtyl)9-(2-(0.0'-Bis(S-^^ 

sufidyl) 2-thloethyl)) phosphonyimithoxyithyi) adenine Q2). 

Un melange de 296 mg (0.458 mmoles) de JJL avec 977 mg (2.29 
35 mmoles) de mono-O (4-methoxytrityl) dlthiodiethanol © dans 5 ml de 
pyridine est tralte avec 341 mg ( 1.15 mmoles) de l-(2-mesitylenesulfonyl) 
3-nitro 1.2.4 triazole. Apres 3 jours, le melange reactionnel est dilue avec 
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du dichlorom6thane, lave avec une solution aqueuse saturee 
d'hydrogenocarbonate de sodium, puis avec de l'eau. La phase organique 
est s£ch6e sur sulfate de sodium, concentree sous pression reduite. 
coevaporee avec du toluene et chromatographiee sur colonne de gel de 
5 silice (eluant : methanol (0-5%) dans le dichloromethane) pour donner 330 
mg (53%) de 12- 

12 : UV (EtOH) : X max 275 ran (e 28200) 
X min 253 ran (e 18300). 

10 SM (FAB negatif. NBA) : 1360 (M-H)'; 952 (M-MTrOCH2CH2SSCH 2 CH2)-. 
RMNlH (DMSO-dQ : 2.75 (t. 4H. 2 SCH2CH2OP, J » 6.3 Hz). 2.86 (t, 4H. 2 
SCH2CH2OMIT. J « 5.9 Hz): 3. 19 (t. 4H. 2 CH^OMIt. J » 6.0 Hz): 3.68 (s. 
3H. CH3O): 3.69 (s. 6H, 2 CH3O): 3.83 (m, 4H. PCH2 ct CH2CH2): 4.05 
(m. 4H. 2 CH2OP): 4.28 (t. 2H. CH2CH2. J « 4.6 Hz): 6.87-7,45 (m. 42H. 3 

15 It): 7,88 (s. 1H. H-8): 8.12 (s. 1H. H-2) ppm. 
RMN31p (DMSO-d6) : 22.09 ppm. 

9-(2-(0.0 , -Bis(S-(2-hydroxyethylsufidyl)2-tmoethyl)phM 
ethyl) adenine (4J. 

20 

Le phosphotriester 12 (290 mg. 0.213 mmoles) est traite avec 15 ml 
du melange acide acetique/eau/methanol (8:1:1) pendant 15 heures. Les 
solvants sont chasses par evaporation sous pression reduite et l'huile 
obtenue est coevaporee avec du toluene. Une purification sur colonne de 
23 gel de silice (61uant : methanol (0-8%) dans le dichloromethane) conduit a 
116 mg (90%) du compost £ apres iyophiiisation dans le melange 
eau/dioxanne. 

1 : UV(EtOH) : X max 260 ran (e 14700) 
30 X min 228 ran (e 3600). 

SM (FAB positif. Gil : 545 (M+HJ+. 

RMNlH (DMSO-d6) : 2.80 (t 4H. 2 SCH2CH2OP. J * 6.4 Hz): 2.91 (t. 4H. 2 
SCH2CH2OH. J « 6.4 Hz): 3.61 (pseudo q. 4H. 2 CE&OH. J » 6 Hz): 3.91 
(t. 2H. CH2CH2. J * 5.1 Hz): 3.95 (d. 2H. PCH2. J » 8.2 Hz): 4.15 (m. 4H. 2 
35 CH2OP): 4.32 (t 2H. CH2CH2. J n 5.0 Hz): 7.20 (si. 2H. NH2): 8.08 (s. 1H. 
H-8): 8. 14 (s. 1H. H-2) ppm. 
RMN31p (DMSO-d6) : 22.24 ppm. 
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EXEMPLE S : 

EVALUATION DE L'ACTIVTTE ANTI-VIH 1 SUR LES CELLULES CEM 
ET MT-4 

5 VIH - virus de 1'immunodeficience humaine 
MT-4 - cellule leucemique T humaine 
CEM - cellule lymphoblastolde T humaine 

La replication du VIH-1 (isolat LAI) dans les cellules CEM est 
10 mesuree par un dosage de la reverse transcriptase (RTase) dans le 
surnageant de culture apres 5 jours d'infection. Cette activity traduit la 
presence du virus libere par )es cellules. Apres l'adsorptlon du virus, les 
composes testes sont ajoutes a differentes concentrations dans le milieu de 
culture. 

15 L'activite antivirale est exprimee par la concentration la plus faible 

de compose qui diminue la production de RTase d'au moins 5096 (ED 50 ). 

L'effet toxique sur les CEM non infectees est apprecie par une 
reaction colorimetrique basee sur la capacite des cellules vivantes a 
reduire le bromure de 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 

20 diphenylteurazolium en formazan apres 5 jours d'incubation en presence 
de differentes concentrations des composes. Les resultats sont exprim6s 
par la concentration la plus faible de compose qui provoque une 
inhibition d'au moins 5096 de la formation de formazan (CD 50 ). 

Les composes exemplifies dans cette invention presentent les 

25 activites anti-HIV suivantes : 

. Compose 1 : 
EDgo - CEM-TK", 4.10* 6 M (CDjq 7.10* M) 
CEM-SS. 5. 10- 6 M (CDjq 9. id" 5 M ) 
3Q MT4 . 2.10" 6 (CDso^lO^M) 



. Compose 2 : 
EDgo • CEM-TK*. 8. 10* 6 M (CD^ 8. 10-' M ) 
CEM-SS. 6.10- 5 M(CD5o 10-* M) 
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. Compost 3 : 
ED50 - CEM-TK*. 7.10" 6 M (CDjq 8.10" 5 M) 
CEM-SS. 7. 10* 10 M (CDjo 8. 10' 5 M ) 
MT4 . 10' 9 M (CD5o8.10- 5 M) 

. Compose 4 : 
EDjjo- CEM-TK". 8.10" 8 M (CD50 : 4.10" 5 M) 
CEM-SS. 3.10* MfCD^ 10-*M) 
MT4 . 8.10' 7 M (CCgor^lO^M) 

L'ensemble de ces donnees confinne bien qu'il y a eu liberation 
intracellulaire du monophosphate nucleosidique. 
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REVEND1CATIONS 

1. Compost phosphotriester rtpondant a la formule g6n£rale I : 

O 

5 BO — t 1 Nu 

dans laquelle : 

- R est un radical -(CH 2 ) n -S-X 

10 Z 

ou: - X represente un radical -O-You-S-U, 

- ZetantOouS, 

- Y et U representant un radical alkyle, aryle ou osidique, 
eventuellement substitues notamment par un groupe OH, SH ou 

15 NH 2 et, 

- n est egal a 1 a 4 de preference 1 ou 2 et, 

- Nu est un radical consistant eh un reste d'un compose biologiquement 
actif ou le reste dephosphoryle d'un compose qui est biologiquement 
actif lorsq'il porte un groupe phosphate ou phosphonate. 

20 

2. Compose selon la revendication 1 caracterise en ce que X 
represente -S-U et, U represente le radical (CH2) n »*X 1 ou Xi represente H, 
OH, SH ou NH 2 et ni est egal a 1 a 4 de preference 1 ou 2. 

25 3. Compose selon la revendication 2 caracterise en ce que R 

represente -(OtyrS-S-fCfyhOH. 

4. Compose selon la revendication 1 caracterise en ce que X 
represente -C-Y et Y represente CH 3 ou tBu. 

30 Z 

5. Compose selon la revendication 4 caracterise en ce que R 
represente -(CH2) n -S-C-CH 3 ou •(CH2) n -S-C-tBu avec n-1 ou 2. 

I 8 



20 



6. Compost selon l'une des revendications 14 5 caracterise en ce 
que Nu represente un reste en 5* de nucleoside naturel, ou de d£riv£ de 
nucleoside naturel therapeutiquement actif ou dont le derive 5*-(0) 
monophosphate ou 5' -(C) monophosphonate est therapeutiquement actif. 

7. Compost selon la revendication 6 caracterise en ce que Nu 
represente un reste en 5* d'un derive de nucleoside naturel du type 2\ 3'- 
dideo><ynucleoside ou 2', 3'-did6hydronucleoside. 

8. Compose selon la revendication 7 caracterise en ce que Nu 
represente un reste en 5' de la ddU, ddT, ddC, de l'AZT, ou un derive de ces 
derniers substitue sur la base pyrimidique notamment en position 5 de 
celle-ci ou en 2' et 3' du cycle osidique. 

9. Compose selon l'une des revendications 1 a 5 caracterise en ce 
que Nu represente un reste d'analogue de nucleoside tel 
qu'un carbonudeoside, un phosphononudeoside ou un acydonudeoside. 

10. Compost selon la revendication 9 caracterise en ce que Nu est 
un radical du type methoxyalkyl -purine ou- pyrimidine de formule -CH 2 - 
O-alkyl purine ou- pyrimidine. 

11. Compose selon la revendication 10 caracterise en ce que Nu est 
un radical 3-hydroxy-2-methoxypropyl-purine ou pyrimidine de formule 
-CH 2 -0-CH(CH 2 OH)-CH 2 -purine ou- pyrimidine ou, un radical 2-methoxyethyl- 
purine ou- pyrimidine de formule -CHrCKy^-purine ou- pyrimidine. 

12. ProcSde de preparation d'un compose selon l'une des 
revendications 1 a 11 caracterise en ce que Ton prepare un compost de 
formule (I) dans lequel les groupes fonctionnds de R, et eventuellement 
de Nu, sont proteges par des groupes protecteurs appropries puis l'on 
d6protege lesdits groupes fonctionnds de R, et eventuellement de Nu, pour 
obtenir les composes de formule (I). 
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13. Proc6d6 selon la reyendication 12 caract6ris6 en ce que Ton fait 
reagir un compose de formule (II) : 

O 

CT- $ - Nu 
5 i" 

ou Nu est 6ventuellement protege, avec le compost de formule (III) : 
X-S-(CH2) B -OH ou X est proteg6 pour obtenir ledit compost de formule (I) 
protegl que Ton dgprotege ensuite. 

V 

10 

14. Proc6d6 selon la revendication 13 caract6ris6 en ce que la 
reaction entre les composes de formules (II) et (III) se fait en presence 
d'un agent de condensation tel que le MSNT dans de la pyridine. 
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